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WE: 参照 人 SRY 基因 HMG-box 保守 区 的 序列 ， 设 计 1 对 兼并 引物 ， 扩 增 了 乌 包 (Chinemys reevesii) 的 


Sox 基因 ， 并 对 扩 增 产物 进行 了 克 隆 和 测序 。 结 果 在 峻 雄 个 体 中 均 科 选 出 4 个 不 同 的 Sox 基因 ， 无 性 别 差 异性 ; 
其 DNA 序列 和 编码 的 氨基 酸 序列 与 人 相应 的 SOX 基因 的 相似 性 分 别 为 9295, 9195. 8495, 9295 I 10056, 


9355. 9895, 98%., Son th PE HER CST TE 
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用 RAPD 分 析 四 种 无 尾 类 的 系统 演化 关系 


林 玮 ARF S «Exo Eo KRE 高 建 民 
【福建 师范 大 学 生物 工程 学 院 福州 ”350007 bioforest@sina.com) 


HE. 利用 RAPD 技术 检测 了 分 属 无 尾 目 3 个 
科 (ER. RR EPO KERERE (Buo 
melanostictus), P HAE ( Hyla chinensis), PER E 
(Rana limnocharis), WKH (R . guentheri) 的 系 
统 发 生 关 系 。 经 19 个 随机 引物 对 4 个 物种 基因 组 
DNA 进行 扩 增 ， 选 择 其 中 扩 增 谱 带 清晰 的 16 个 引 
物 进行 分 析 ， 计 算 不 同 科 间 及 同一 科 内 不 同 种 间 的 
HEEB. AREH: 16 个 引物 获得 的 RAPD dif 
带 均 表 现 出 不 同 程度 的 多 态 性 ; 泽 陆 蛙 与 河水 峙 间 


RE IRSROKOR I VE, TU RUE EAS S rp E Rr E [RIS 3e 
RARER IES RTE PHA ERE, TRIK&EZUIRIDI 
及 中 国 雨 蛙 与 译 陆 蛙 、 沼 水 蛙 之 间 的 亲缘 关系 近 。 
从 基因 组 DNA 水 平 上 也 说 明 雨 蛙 科 与 昌 蜂 科 间 的 
亲缘 关系 更 近 ， 与 蛙 科 的 亲缘 关系 更 远 。 这 与 形态 
学 、 染 色 体 和 线粒体 DNA 多 态 性 研究 的 分 析 结 果 
一 致 ， 从 而 进一步 从 分 子 水 平 上 为 无 尾 目 这 3 科 的 
系统 演化 提供 了 新 的 证 据 。 


关键 词 : 随机 扩 增 多 态 DNA: 无 尾 目 ; 系统 演化 ; 基因 组 DNA 
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最 佳 候选 基因 (Sinclair et ol ,，1990)。 系 统 演化 
研究 发 现 ， 这 一 基因 在 性 别 决 定 作 用 中 极其 重要 且 
十 分 保守 (Koopman et al., 1990). 现 已 在 众多 的 
哺乳 动物 以 及 进化 程度 明显 不 同 的 物种 中 检测 到 
SRY 的 同 源 序列 ， 统 称 这 类 基因 为 Sox 基因 
(SRY-box gene) (Hawkins，1992)。 该 基因 的 典型 
特征 是 具 高 度 保 守 的 HMG 盒 (high mobility group 
box) (Denny ef al., 1992}. 

在 系统 演化 中 ， 疏 行动 物 是 极其 古老 而 又 特殊 
的 一 支 ， 哺 乳 动物 和 鸟 类 均 由 此 进化 而 来 ， 且 其 性 
别 决定 机 制 非常 复杂 ， 具 有 原始 性 和 和 多样 性 (Bull, 
1980). 因此， 以 Sox 这 一 保守 基因 为 线索 ， 探 索 
疏 行 动物 性 别 决 定 的 分 子 机 制 ， 将 为 人 类 及 高 等 动 
物性 别 决 定 机 制 的 研究 提供 模式 ， 对 认识 峭 椎 动物 
性 别 决定 机 制 的 进化 具有 重要 的 理论 意义 。 

乌龟 (Chinemys reevesii) 是 候 行 动物 中 的 常见 
fh (BREE, 1991), BA, XT GfgBm HE, d 
度 对 乌龟 性 别 决 定 和 分 化 的 影响 等 已 有 报道 《 郭 超 
文 等 ，1996; 高 建 民 等 ，1986; (X BR. 1985), fH 
迄今 为 止 ， 尚 未 对 乌 色 性 别 决 定 的 分 子 机 制 进行 研 
究 。 本 文采 用 PCR BOR, BAS ORE Sox 基因 
进行 了 研究 ， 旨 在 为 乌龟 性 别 决 定 的 分 子 机 制 及 
Sox 基因 的 进化 等 研究 提供 分 子 基 础 。 


1 材料 与 方法 


1.4 实验 动物 和 试剂 

实验 用 的 7 只 (3E 4 E) fe, T 2000 年 2 
HT 3cUsoEM EC. EBORE E E 
性 别 ， 均 为 性 成 熟 个 体 。 

Xk HEHE K, MgCl, dNTP, Tag DNA 聚合 
酶 .100 bp DNA ladder 4398] T EAE SIT A. 
引物 参照 人 SRY 基因 HMG-box 保守 区 序列 及 有 关 
文献 (Spotila et al. ,1994; 周 荣 家 等 , 1998; F X| HE 
等 ,2000). 上 海 生物 工程 公司 合成 ,PAGE 纯化 ,Pj: 
S'AAGCGACCCATGAA(C \ TOGC(A NX GX C \ T)TT 
(CA T)AT(GXA XVCX T2G3/, P5: 5' ACCAGGTC- 
GATA(C X T) TT (A  G) TACA X G} T(C X T) (GÀ 
AMTAC)CG3 ,该 对 引物 可 特异 扩 增 人 SRY 基因 
HMG-box 的 保守 序列 ,片段 长 为 216 bpo 
1.2 组 织 DNA 的 提取 

参照 文献 (EZE, 1996) 进行 ，1% 琼 脂 
业 凝 胶 检 测 并 拍照 ，4 亿 保存 备用 。 
1.3 PCR 扩 增 


反应 体系 : 100 ngDNA 、1.5 mmol/L Mg+、90 
umol/L dNTP .0.,3 pmol/L 引物 、1 U Tag 聚合 酶 ,加 
ddH;O 补 至 25 uL; 循环 条 件 为 :9 各 预 变 性 5 min. 
94950 s,55.5*050 «,72'C50 5,35 个 循环 ,72 和 延伸 
15 min,4 人 保存 。1.7 名 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 和 检测 。 余下 
的 PCR 产物 用 纯化 试剂 盒 进行 纯化 。 
1.4 PCR 产物 的 克隆 

取 纯 化 后 肉 雄 乌龟 个 体 Sox 基因 的 PCR. 产物 
分 别克 隆 ; 连接 反应 及 转化 均 按 pGEM-T 载体 试剂 
盒 的 说 明 书 进行 ; 不 同 阳性 克隆 的 筷 选 采用 菌落 
PCR 和 SSCP 方法 。 
1.5 测序 及 数据 分 析 

委托 北京 赛 百感 生物 技术 公司 对 筛选 到 的 不 同 
阳性 克隆 进行 测序 ， 并 推测 编码 的 氨基 酸 序列 ; K 
用 Blast 方法 ， 联 机 与 GenBank 进行 DNA 及 氨基 酸 
诬 列 相似 性 检索 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 FWAR 

E, HEN Hb 1 条 带 ， 且 带 型 一 致 ， 大 小 均 
为 220bp 左右 ， 与 阳性 对 照 一 致 。 此 结果 初步 说 明 
了 乌龟 基因 组 中 存在 有 人 的 SY 基因 的 局 源 基 因 。 
2.2 BAR Sox 基因 

筛选 到 4 个 不 同 的 阳性 克隆 、 且 为 骏 雄 个 体 所 
共有 。 经 序列 分 析 发 现 这 些 克隆 代表 不 同 的 Sox 基 
H, 根据 其 与 人 SOX 基因 的 相似 性 ， 分 别 命名 为 
CRSox4, CRSoxll, CRSoxl4, CRSox21. X. DNA 
FALE 1. TEJMIRSOSNENPRS HUE 2。 
3 W it 
3.4 关于 SRY 基因 的 起 通 

1991 年 Tiersch 等 利用 哺乳 动物 SRY 保守 序列 
区 的 1 个 探 针 对 多 种 脊椎 动物 进行 了 杂交 分 析 ， 人 性 
别 特异 的 杂交 带 仅 出 现在 人 和 哺乳 类 ， 而 在 鱼 类 、 
岛 类 、 爬 行 类 和 无 额 类 等 雄性 和 峻 性 中 均 有 一 致 的 
杂交 带 ， 无 性 别 差 异性 。 本 文 结 果 再 次 验证 了 这 一 
点 。 目 前 一 般 认 为 SRY 基因 最 初 位 于 常 染色 体 上 ， 
含有 性 别 决 定 的 基因 染 色 体 渐渐 地 发 生 倒 位 、 重 
复 、 交 换 ， 从 而 导致 染色 体 分 化 ， 即 由 同型 向 异型 
分 化 。 通 过 系统 分 析 表 明 ， 原 始 SOX 基因 (在 人 
类 中 为 一 与 X 染色 体 连锁 的 SOX3 SEDI) 编码 一 种 
DNA 结合 蛋白 ， 可 在 雌雄 胚胎 个 体 发 育 中 起 作用 。 
该 基因 位 于 原始 X 染 色 体 和 Y 染 色 体 上 ,后 伴随 Y 
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GTGTGGTCCCAGATCGAGAGGCGGAAGATCATGGAGCAGTCOCCGGACATGCACAACGCC 
GTGTGGTCTAAAATCGAGAGGAGAAAAATCATGGAGCAGTCTCCGGACATGCACAACGCG 
GTGTGGTCCCGGGGCCAGAGGCGGAAGATGGCCCAGGAG AACCCTAAAATGCACAACTCG 
GTGTGGTCCCGGGCGCAGCGCCGGAAGATGGCCCAGGAGAACCCCAAGATGCACAACTCG 
sokeokolelokok xk k ok ek kk xk kk 
GAGATCTCCAAGCGCCTGGGCAAGCGCTGGAAGCTGCTCAAGGACAGOGACAAGATCCCC 
GAGATCTCCAAGCGCCTGGGCAAGCGGTGGAAAATGCTG AAGGACAGCOGAG AAGATCCCC 
GAGATTAGCAAACGGCTGGGCGOGGAGTGGAAGCTGCTGTCGGAGGCTGAGAAACGACCC 
GAGATCAGCAAGCGCCTGGGGGCCGAGTGGAAGCTGCTCACCGAGGCOGAGAAGCGGCCC 
kkk xokekokek — Xokelok xk 
TTCATCOGGGAGGCGGAGOGGCTGAGGCTCAAGCACATGGCGGACTAT 
TTCATCCGGGAGGCAGAGAGACTGAGGCTCAAACACATGGCCGATTAC 
TATATCGACGAGGCCAAAAGGCTCCGGGTGCAGCACATGAAGGAGCAT 
TTCATCGACGAGGCCAAGCGGCTGOGGGCCATGCACATGAAGGAGCAT 
来 kkk kikk k ok kk ek Xokkekokek kk k 


kk k okokolokeokekokok k 


kkk kk kokk Ak kk kkk 


图 1 乌龟 Sox 基因 HMG ARH DNA 序列 《* 表示 一 致 的 核 苷 酸 ) 


Fig.1 


CRSox 4 

CRSox 11 
CRSox 14 
CRSox 21 


» LELI 


The HMG-box DNA sequence of Sox genes of C . reevesii 


YWSQIERRKIMEQSPDMHNAEISKRLGKRWKLLKDSDKIPFIREAERLRLKHMADY 
YWSKIERRKIMEQSPDMHNAE ISKRLGKRWKMLKDSEKIPFIREAERLRLKHMADY 
YWSRGQRRKMAQENPKMHNSEISKRLGAEWKLLSEAEKRPY IDEAKRLRVQHMKEH 
VWSRAQRRKMAQENPKMHNSEISKRLGAEWKLLTEAEKRPF I DEAKRLRAMHMKEH 


CEE TEEE ETETETT] 


» o ox * 站 中 站 中 


图 2 乌龟 Sox 基因 HMG i IX DNA 序列 的 编码 序列 《 x* 表示 一 致 的 氨基 酸 ) 


Fig.2 The amino acid sequence of Sox genes of C . reevesii 


染色 体 的 形成 过 程 (在 人 类 中 SOX3 HMG-box 外 
发 生 突 变 和 丢失 ) 而 获得 了 雄性 性 别 决 定 的 关键 功 
能 , 在 T 染 色 体 上 保留 下 来 。 而 其 他 较 低 等 的 硝 
椎 动物 由 于 YY 染色 体 尚未 分 化 ， 所 以 在 肉 雄 个 体 
基因 组 中 Sox 基因 基本 一 致 ， 而 无 性 别 差 异性 
(Grave, 1998), 
3.2 乌龟 Sox 基因 保守 性 

DNA 序列 相似 性 分 析 结 果 显 示 , 乌龟 CR- 
Sox4、CRSox 11、CRSox14、CRSox21 基因 与 人 类 
相应 SOX 基因 的 一 致 性 分 别 为 9296. 9196. 
8496. 9290; Tu] 53 kp 99 f£ (一 种 了 息 行 动物 ) 相应 
Sox 基因 的 一 致 性 分 别 为 9690. 9490. 8990. 
95%。 气 基 酸 序列 相似 性 分 析 结 果 显 示 ， 乌龟 CR- 
Sox4、CRSox11、CRSox14、CRSox21 基因 与 人 类 
相应 SOX 基因 编码 氨基 酸 的 一 致 性 分 别 为 100%、 
9345. 9895. 9890; 而 与 蛇 鲫 色相 应 Sox 基因 编码 


氨基 酸 的 一 致 性 分 别 为 10090. 9490. 9896. 
98965, REFRENIE Sox 基因 与 人 类 及 部 分 朴 
行动 物 的 SOX (Sox) 基因 不 仅 在 DNA 序列 上 而 
且 在 其 编码 的 氮 基 酸 序列 上 都 存在 高 度 进化 保守 
ft. SOX (Sox) 基因 的 这 种 高 度 进 化 保守 性 可 能 
反应 了 其 功能 上 的 相似 性 。 
3.3 乌龟 性 别 决 定 机 制 的 探讨 

龟 阁 类 性 别 决定 机 制 极 其 复杂 ， 存 在 有 基因 型 
性 别 决定 (genetic sex determination, GSD) 和 环境 
性 别 决定 (environmental sex determination, ESD) 
HEW (Bull, 1980), 3c3& RHH, dE rese 
X JH fits A A ILME E HE ^E T h EU BE ERI ET T 0L BE K 
决定 ， 这 种 现象 称 为 温度 依 藉 型 性 别 决定 (tem- 
perature-dependent sex determination, TSD), GZ 
精 笋 在 高 温 (30-350) TEHETI, E 
低温 下 (20-270) WEBB MEE, SIE uEEH 5 6 
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的 性 别 决定 为 TSD Bid) CRE, 1985). 一 般 认 
为 ， 没有 性 别 染 色 体 的 分 化 可 能 是 TSD 机 制 的 共 
同 特征 ， 也 就 是 说 ， 具 TSD HERPA, MEHE 
具 遗 传 上 的 同 质 性 。 核 型 分 析 的 结果 排除 了 乌 鱼 异 
形 性 染色 体 存 在 的 可 能 性 〈 郭 超 文 等 ，1996; 高 建 
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Cloning and Sequencing of the Sox Genes in Chinemys reevesii 
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241000, China) 
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Abstract: Using a pair of degenerate primers based on 
the conservative region, HMG-box, of human SRY 
gene, four different fragments were amplified from both 
female and male Chinemys reevesii, then cloned by us- 
ing pGEM-T vector and sequenced. The sequence re- 
sult indicated their high homology to human Sox genes. 
The identities to human Sox genes in the DNA se- 


quence and the amino acid sequence are 92%, 9146, 
8496, 92% and 100%, 93%, 9896, 9896, re- 
spectively. It might be concluded that Sox gene was 
highly conservative in phylogenesis. Our work provides 
molecular data for the study of sex-determining mecha- 
nism of C.reevesii, which might be temperature-de- 


pendent sex determination. 
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